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1. Uvod

Pojem produkce embryi in vitro (IVP) obecné oznacuje proces ziskavani embryi
mimo télo matky. Zahrnuje in vitro maturaci (IVM) a in vitro fertilizaci (IVF) oocytu a
in vitro kultivaci (IVC) embryi. Metoda produkce embryi in vitro byla ptivodné u skotu
provadéna za ucelem vyzkumu a vyuzivala oocyty ziskané po superstimulaci. Oocyty
ziskavané z preovulacnich folikuli nebo vejcovodu 20 — 24 hodin po zacatku fije, které
jiz prodélaly maturaci in vivo, jsou pfimo pfipraveny k IVF a IVC. Oocyty se také
ziskavaji z jate€nych vaje¢nikd, av8ak tyto vyZzaduji navic maturaci in vitro. Prvni tele
vyprodukované ze systému IVM-IVF-IVC se narodilo 1987. V dnesni dobé ma metoda
IVP velky vyznam v oblasti vyzkumu, kde jsou jako zdroj oocytu vyuzivany predevsim
jate¢né vajeéniky. V zahranici je IVP v posledni dobé nedilnou soucasti Slechtitelskych
programu v chovu skotu a je bézné vyuzivana v komercni sféfe spolecné s transferem
embryi. Zde jsou pfednostné vyuzivany oocyty odebirané od zivych darcu. V naSich

podminkach se IVP bézné v praxi neprovadi.



2. Zakladni pojmy
Vysvétleni zakladnich pojmu

COC’s: oocyty s kumularnimi bufikami (cumulus oocyte complexes)

IETS: International Embryo Technology Society

IFOT: Intrafollicular oocyte transfer, specialni technika transferu maturovanych
oocytu do preovulaéniho folikulu.

Mikromanipulator: Specialni manipulator, ktery se s nasazenou sklenénou
kapilarou pouZziva k manipulaci s oocyty a embryi.

OPU: Ovum pick-up, zpusob ziskavani oocytl z folikull od zivych darcu.
Provadi se transvaginalni aspiraci folikuli pod ultrazvukovou kontrolou.
Slicing: Jeden ze zpusobu ziskavani oocytl z jateCnych vajec¢nikud. Principem
je rozfezani povrchu vajeCniki pomoci ziletkového noze sestaveného
z nékolika Ziletek.

Swim-up: Zpusob pfipravy spermii pro IVF. Principem metody je vycestovani
pohyblivych spermii do média.

4-well: ¢tyfjamkova kultivacni miska

Kultivadni média

Pro IVP produkci embryi je mozno pouzit média komercné vyrobena, anebo
pfipravena ve vlastni laboratofi dle pfesnych receptld. Z divodu finanéni naroénosti
komercnich médii uvadime pouziti médii pfipravenych ve vilastni laboratofi. Navod
pocita s obéma zpusoby zisku oocytl: z jate€nych vajecniku (slicing) a od zZivych darcl

(ovum pick-up, OPU).

Seznam pouzitych médii

Dulbecco’s PBS: Pufrovany roztok pouzivany k aspiraci oocytd metodou OPU.
Slicing médium: Pufrovany roztok pouzivany pfi slicingu ovarii.

Wash médium: Promyvaci roztok pouzivany k oplachu oocytld a embryi mezi
jednotlivymi kroky IVP.

Maturaéni médium: Médium, v némz dochazi ke zrani oocytu, které se stavaji
kompetentni pro fertilizaci.

Fertilizacni médium: Médium, v némz probiha oplozeni oocytu.

Kultivaéni médium: Médium pouzivané pro zrani embryi.

Kapacitacni médium: Médium, v némz probiha kapacitace spermii a swim-up.
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l DEN -2, PRIPRAVA ROZTOKU

4. Postup produkce embryi in vitro.

Priprava zasobnich roztokd

Rijové sérum krav (OCS) (Ptipravit dostate¢né dopiedu.)

Pro vyrobu OCS (,0estrus cow serum®) se odebere krev od minimalné 3 fijicich
se krav do zkumavek na sérum.

Inkubace odebrané krve ve vodni lazni (39 °C, 60 min).

DalSi inkubace (4 °C, 60 min).

Centrifugace 20 min pfi 500G.

Prepipetovani séra do zkumavek a inaktivace ve vodni lazni (30 min, 56 °C).
Ziskané OCS rozpipetovat do 2 ml mikrozkumavek a skladovat pfi -20°C.

Kazda Sarze OCS se otestuje v procesu IVP na oocytech z ovarii ziskanych z jatek.
Pouze Sarze s prokazanou ucinnosti se dale vyuziva v procesu IVP.

Gentamycin — zasobni roztok

Gentamycin ........... 50 mg
NaCl 0,9 % ............ 1 ml

Neomezena doba skladovani pfi teploté 4°C.

FSH — zasobni roztok

Stimufol (pFSH = 500 pgQ) ............ 1 davka
NaCl 0,9 %0 ...vvvviiiiiiiiiieeeeeeeiiei, 10 ml

V 10 ml NaCl 0,9 % rozpustime 1 davku prasku Stimufol. Rozpipetujeme po 100 pl do
mikrozkumavek a skladujeme pfi teploté -20 °C. Pouzivame vzdy nové rozmrazenou
mikrozkumavku.

Na—pyruvat — zasobni roztok

Na-pyruvat ............. 11 mg
NaCl 0,9 % ............ 5 ml

Rozpipetujeme po 330 ul do mikrozkumavek a skladujeme pfi teploté -20 °C.
Pouzivame vzdy nové rozmrazenou mikrozkumavku.



Média pro odbér oocytu:

Transportni médium - prevoz vajecniku z jatek (NaCl 0,9 % + Penicilin a Streptomycin)

1L H20videst. 5L H20Obidest.
NaCl 9,000 g 45,000 g
Penicilin G 0,060 g 0,300 g
Streptomycin sulphate 0,131 ¢ 0,655 g

Média pro slicing:

PBS — stock solution — zasobni roztok (100x)

500 ml H20bidest.

1 000 ml H2Onidest.

Na-pyruvate 1,80 g 3,60 g
Streptomycin sulphate 237 ¢ 4,74 g
D-glucose x H20 5499 ¢ 109,98 g
CaClz x 2 H20 6,65 g 13,30 g
Penicilin G 3,00 g 6,00 g

Rozpustit kazdé zvlast. Uchovavat pfi -20 °C. Spotfebovat v pribéhu 3 meésicu.

Idealné je rozpipetovat po 10 ml do 15 ml falkonek.

PBS — prasek (pfiprava na 1L) PBS prasek (Applichem A0964) mozZno zakoupit.

NaCl .o

PBS - slicing solution — derstvé

........ 8,00 g
........ 0,20 g
....... 1,15 g
........ 0,20 g

....... 9,559

1L H20bidest.

5L H2Onidest.

H20bidest. 990,00 ml 4 950,00 ml
PBS — prasek 955 ¢ 47,75 ¢
Stock solution (100x) 10,00 ml 50,00 ml

Rozpustit PBS a stock solution zvlast v dostateCném mnozstvi H20, smichat
dohromady, uchovavat pfi 4 °C, spotfebovat béhem jednoho tydne.
V den slicingu pfidat 5,3 mg Heparinu prasku (nebo roztok 2 1U/ml => 0,2 ml / 500 ml

roztoku) a 0,5 g BSA (Fraction V) do 500 ml ,slicing solution®.

Pfed pouzitim nahfat na 38 °C — 39 °C.




Média pro ovum pick-up:

DULBECCO’S PBS
(sloZeni roztoku na 1 litr)

Roztok A:
NACL..oooviiii e 8,00 g
KCliiiiiiiiieieieeeeeee e, 0,20 g
Na2HPOa4 . 12H20 ................... 2,90 g (nebo bezvody Na2HPOs....1,15 @)
KH2POA.......ooiiiiiiiiieiiiiiieeiee 0,20 g
Red. H2O.....ooovviiiiiiicieee ad 791,40 ml
Roztok B:
CaCLz bezvody..........cceeeeeee 0,10 g
MgCL2 . 6H20.........ccce 0,10 g (nebo bezvody MgCl2....... 0,047 g)
Red. H20.........coooiiiiiiiiiiee ad 200,00 ml
Roztok C:
GlukOza......oooeveeieiiiieeeeen 20,00 g
Red. H20......ooovviiiieeee ad 100,00 ml =20 % glukoza
Roztok D:
Na pyruvat........cccooeeeiviiiiiinnnnn. 1,00 g
Red. H20.........cooiiiiiiiiiee ad 100,00 ml

Michani finalniho roztoku pfed pouzitim:
791,4 ml roztok A + 200 ml roztok B + 5 ml roztok C + 3,6 ml roztok D = 1000 ml

Kazdy roztok sterilizujeme zvlast v autoklavu 20 minut pfi 120 °C. Uchovavame

v lednici pfi 4°C, roztoky smichame az pfed pouzitim v den provadéni OPU.



Modifikované Parkerovo médium — MPM —

zasobni roztok

roztok 1:

o Ca-laktat ........coovveviiiiiiii 60 mg
®  HoObidest, vuevrernreiniiriiiieinieeieeenseneranaens ad 10 ml
roztok 2:
o L-glutamin ....ccccooeviiiiiiiiiiiin 10 mg
¢ NaHCOs3 ..., 80 mg
o HEPES ..., 140 mg
o Na-pYruvat ......cccooeviiiiiiiie 25 mg
e Gentamycin — zasobni roztok .............. 110 pl
e TCM 199 (GIbCO) ...covvvvrieiiiiiiii, ad 100 ml
MPM:
o 1OZIOK 1 ..o 10 ml
o TOZIOK 2 .o 100 ml

Ca-laktat rozpoustime zvlast.

Zméfit osmolaritu (280 — 300 mOsm), kazdy roztok sterilné prefiltrovat a skladovat pfi

4 °C po dobu max. 4 tydn0.

f DEN -1 (IVM), DEN ZISKU 0OCYTU

Média pro promyti a maturaci oocytu:

Wash médium — Gerstvé

Sterilné filtrovat do 15 ml falkonu.

Maturaéni médium (IVM-médium) — Gerstvé

MPM L. 9ml
OCS ., 1ml
FSH — zasobni roztok ............. 100 pl

Sterilné filtrovat do 15 ml falkonu.
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Chronologicky postup ¢innosti:

- Pfipravit aspiracni, wash a maturaéni médium.
- Finalni pfiprava aspiracniho média (Dulbecco’s PBS) pro OPU.
o Potfebny objem média zavisi na poctu darkyn (100 ml/zvife).
o Do média pfidat heparin (400 IU/100 ml) a nahfat ve vodni lazni na 38 °C.
o Prelit do 50 ml falkonu (potfebny pro vlastni aspiraci, 1 falkon vysta¢i na 4
zvirata).
o Zbytek roztoku nechat ve vodni lazni, bude pouZit pro zpracovani aspiratu
z OPU.
- Priprava wash média a IVM-média (50 ml a 15 ml zkumavka).
o Preinkubovat minimalné hodinu pfi 38,8 °C, 5,5 — 6 % CO2 a atmosférické
koncentraci kysliku.
o OPU: Pfipravit malou Petriho misku s Dulbecco’'s PBS (2 ml), dat na

vyhfivanou podlozku.

Pripravit velkou Petriho misku (kapky média PBS, wash a maturac¢niho,

pocCet kapek podle poctu darcu oocytu, obr. 1) a nechat v inkubatoru.

PBS Wash médium Maturaéni médium
Obrazek 1: Usporadani kapek (200 pl) k proplachovani COC's.

Sipky znazorfiuji smér presunu oocytli mezi kapkami.
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o Slicing: Pfipravit malou Petriho misku s 2 ml wash média a dat do inkubatoru.

Pripravit velkou Petriho misku dle obr. 2 (kapky média wash a

maturacniho, pocet kapek podle poc&tu ziskanych oocytl) a nechat v inkubatoru.

Wash médium Maturaéni médium
Obrazek 2: Usporadani kapek (200 pl) k proplachovani COC's.

Sipky znazorfiuji smér prenosu COC’s mezi kapkami.

- 4-well destiCky popsat ,IVM* a datem. Kazdou jamku naplnit 400 yl maturaéniho
média, médium prevrstvit 400 pl parafinovym olejem. Nechat preinkubovat.

- Priprauvit filtry pro vyhledani COC’s ziskanych z OPU, Petriho misky velké a malé,
injek¢éni strfikacku 20 ml.

- Pripravit vybaveni pro slicing (miska, Ziletkovy nuz, pean, 800 ml kadinka, sitko,
konické zkumavky 15 ml, stfikacka Janette 150 ml) (obr. 3).

Obrazek 3: Pomucky pro slicing
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Zpracovani vajecniku (slicing)

Transport vajeCnikl z jatek do laboratofe probiha vtermosce vtemperovaném
(25 -30 °C) 0,9 % NaCl s pridavkem Pen/Strep (obr. 4).

-V laboratofi vaje€¢niky dvakrat omyt v 0,9 % NaCl s Pen/Strep.

- Nasledné proveést ,slicing“ v misce obsahuijici ,,PBS slicing-solution®.

o VajecCnik uchopit peanem a ponofit do média. Povrch ze vSech stran
(mimo vyrazné corpus luteum) rozfezat ziletkovym nozem (obr. 5).

o Opakovat s kazdym vajeCnikem.

o Po zpracovani kazdych cca 10 vaje¢niku oplachovy roztok obsahujici
tkafiovou drt’ a oocyty prelit pfes sitko do kadinky (500 ml) (obr. 6).

o Vyplachnout misku médiem a slit do kadinky.

- Oplachovy roztok ponechat v kadince 10 — 15 minut sedimentovat (obr. 7).

- Supernatant odsat, tak aby zbylo pfiblizné 100 ml tekutiny. Krouzivym pohybem
rozvifit tekutinu a rozdélit do 8 — 10 konickych zkumavek (15 ml) (obr. 8 a, 8 b,
9). Kadinku jesté vyplachnout cca 15 ml slicing média a dolit do konickych
zkumavek.

- Zkumavky ponechat 5 — 10 minut sedimentovat.

- Sediment ze zkumavky napipetovat Pasteurovou pipetou do velké Petriho
misky a naredit ,PBS slicing-médiem*® 1:1 (obr. 10, 11).

- Pod stereomikroskopem vyhledat oocyty odpovidajici kvality (COC’s grade 1 a
COC’'s grade 2) a prenést do pfipravené Petriho misky s wash médiem
(obr. 12).

- Vyhledané oocyty pfenést do promyvacich kapek (20 — 30 COC’s/kapka) a 2x
promyt (obr. 2).

- COC’s prenést do 4-well s IVM-médiem a inkubovat 22 — 24 hodin
(38,8 °C, 5,5 - 6 % COz2, 100% vihkost) (obr. 13).

Obrazek 4: Vajecniky v termosce pro transport
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Obrazek 5: Rozfezani povrchu vajecniku

Obrazek 6: Preliti roztoku do kadinky Obrazek 7: Sedimentace roztoku
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Obrazek 8 a: Odsati supernatantu

Obrazek 8 b: Roztok pfed rozlitim do

zkumavek

Obrazek 9: Rozliti roztoku do zkumavek
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Obrazek 11: Rozfedéni roztoku Obrazek 12: Vyhledani COC's

Obrazek 13: Pripraveny 4-well s maturacnim médiem
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Ovum pick-up

Pfiprava instrumentaria:

- Nasledujici vybaveni umisténo v pfenosném kufru pro snadnou manipulaci.

©)

©)

O

o

o

desinfek&ni pfipravek na kuZi

lokalni anestetikum (procain)

injekeni jehly (18G) a stfikacky (5 ml, 20 ml)
rektalni rukavice

sonograficky gel

bunicita vata

fyziologicky roztok na oplach

provazek na fixaci ocasu

- Na vozik nachystat:

o

o

podtlakovou pumpu

vyhfivaci kontejner s falkony 50 ml (1 x OPU médium, 1 x novy pro
kazdou darkyni)

sonograficky pfistroj

drzak s ultrazvukovou sondou (pfed pouzitim kryt rektalni rukavici viz
obr. 14)

vodi¢ jehly

aspiracni jehly

stojan s 50 ml falkony na proplach aspiracniho systému (1 x prazdny,
1 x lih)

Pfiprava zvirete:

- Fixovat darkyni ve fixatnim zafizeni.

- Vyholit a desinfikovat misto pro aplikaci epiduralni anestezie (3,5 ml,

2 % procain).

- Vyvazat ocas tenkym provazkem.

- Vyprazdnit rektum.

- Ocistit a desinfikovat perinealni oblast.
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Aspirace oocytu:

Falkon oznacit usnim Cislem zvifete.

Pred vlastni aspiraci folikuld aspirovat na dno falkonu malé mnozstvi OPU
meédia.

Zasunout drzak sondy do pochvy, druhou rukou fixovat vaje¢nik per rectum
(obr. 15).

Aspirovat vSechny folikuly >3 mm.

Oznadit falkon poc¢tem aspirovanych folikuld.

Po aspiraci co nejrychleji prepravit falkon do laboratofe pro vyhledani

a zpracovani COC's.

Obrazek 15: Schématické znazornéni umisténi ultrazvukové sondy proti fornix vaginae

s manualni fixaci vajeCniku per rectum (autor V. Mlejnkova)

Zpracovani punktatu z OPU:

Aspirat prelit pres filtr na velkou Petriho misku, filtrat (v sitku) promyt PBS
médiem (obr. 16). Falkon proplachnout PBS médiem a pfrelit pres filtr.

Filtr pfemistit do malé Petriho misky a prolit PBS médiem (obr. 17).

Vyhledat COC’s na filtru a pfenést do malé Petriho misky s PBS médiem.
Klasifikovat kvalitu COC’s.

Promyt COC's ve &tyfech kapkach (PBS, wash médium, maturacni médium)
(obr. 1).

COC's pfemistit do 4-well a jamku popsat Cislem zvifete (obr. 18).
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Obrazek 16: Filtrace aspiratu s COC’s

Obrazek 17: Promyty aspirat na filtru Obrazek 18: Oznaceny 4-well s COC’s
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Klasifikace kumulus-oocytarnich-komplext (COC’s)
Vyhledané COC's rozdélit podle morfologickych kritérii do Ctyf kvalitativnich tfid

(tab. 1 a obr. 19).

Pro IVP se pouziji pouze COC's tfidy | a Il z vaje¢nikll porazenych zvifat, z ex vivo

punkci tfidy | az Ill.

Tab. 1: Klasifikace COC’s modifikovana podle LEIBFRIEDA a FIRSTA (1979)

Tfida

Vlastnosti oocytu

Vlastnosti kumularnich bunék

tmava, rovhomérné jemné
granulovana, kompaktni ooplasma

tmava, rovhomérné jemné
granulovana, kompaktni ooplasma

rovnomérné, kompaktné jemné
granulovana ooplasma, ale
obsahuijici i vétsi granula

abnormalné velké ¢i malé oocyty;
silné deformované oocyty;
ooplasma s velkymi granuly;
vyrazné rozdily v kompaktnosti
ooplasmy

kompaktni, cely oocyt obklopujici
minimalné pétivrstevny kumulus

kompaktni, cely oocyt obklopujici
méneé nez pétivrstevny kumulus

kumularni buriky obklopuji
minimalné polovinu zony pellucidy

kumulus bez kumularnich bunék
(,nahy”) &i s Easte€né nebo Uplné
expandovanym kumulem

Obr. 19 T¥idy COC's
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l DEN O, In vitro fertilizace

Média pro fertilizaci oocytu:

Sperm Tyrode’s laktat — zasobni roztok (Sperm TL — zasobni roztok)

NACH .o, 580,0 mg
NaHCO3 ... 209,0 mg
NaH2POs4. H20 ... 4,0 mg
HEPES ..o, 238,0 mg
MgClz2. 6 H20 ......ccoeeeiiiinnnnn 31,0 mg
CaCl2. 2 H20 .....cvvvviviviiiieee, 38,4 mg
PhenolRed .........cccuvevvniiinnnnen 1,0 mg
Na-laktat (Sirup 60%) ............ 365,0 pl
H2Obidest. «ovvvevnieniiiiiiiiiieeieennes ad 100,0 ml

Po nastaveni pH = 7,4 (HCI) a kontrole osmolarity (300 mOsm) zasobni roztok
sterilné pfefiltrovat a uchovavat pfi 4 °C po dobu max. 4 tydna.

Tyrode’s laktat — zasobni roztok (TL — zasobni roztok)

NACH .o, 666,0 mg
KCl e, 23,5 mg
NaHCO3 ..., 210,3 mg
NaH2POa4. H20 .....ccccevvveneeee. 4,7 mg
Penicillin ......ccoooeveieiiieii, 6,5 mg
MgCl2. 6 H20 .....ccoeeeeeeeee 10,0 mg
CaCl2. 2H20 ... 39,7 mg
PhenolRed ........c.ccvvvvvvniennnnnn 1,0 mg
Na-laktat (Sirup 60 %) ............. 186,0 ul
HoObidest. «evvnevvrnerenieiineeiieeeineann. ad 100,0 ml

Po kontrole osmolarity (280 — 300 mOsm) roztok sterilné prefiltrovat a uchovavat pfi
4°C po dobu max. 2 tydnu.

Nasledujici média pfipravit Cerstva. Sterilné filtrovat do 15 ml falkonu.

Kapacitaéni médium (Hodnotu pH nastavit na 7,35 — 7,40 (HCI).)

Na-pyruvat .........cccccveevevevnnnnnnn. 1,1 mg
BSA . 60,0 mg
Gentamycin — zasobni roztok... 10,0
Sperm TL — zasobni roztok ...... 10,0 ml

Fertiliza¢ni médium

BSA 60,0 mg
Na — pyruvat — zasobni roztok...... 100,0
TL — za&sobni roztok .................... 10,0 ml

Heparinové médium
Heparin .......cccoooeivieviiiie e, 1,0 mg
Fertilizacni médium ..................... 50 ml
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Chronologicky postup ¢innosti:

Pfipravit kapacitaéni, fertilizaéni a heparinové médium.

Pfipravit 2 ml ependorfky: na 1 pejetu 3 ependorfky (€. 1, 2 a 3), popsat jménem

byka.

- Do ependorfky €. 1 napipetovat 1,6 ml kapacitatniho média a ve stojanku
umistit do inkubatoru (38,8 °C a 5,5 — 6 % COz2, 100 % vlhkost) (obr. 20)
preinkubovat minimalné 1 hodinu.

- Pfipravit velkou Petriho misku na promyvani COC's (kapky fertilizacniho média)
(obr. 21), dat do inkubatoru.

- Pfipravit 4-well s fertilizaCnim médiem. Popsat ,IVF“, usnim Cislem a datem.

o Do kazdé jamky napipetovat 400 pl fertilizaCniho média + 20 pl
heparinového média, prevrstvit 400 ul oleje a minimalné 1 hodinu
preinkubovat.

o Pripravit 1 ml mikrozkumavku s 95 pyl H20 a Birkerovu komurku pro

vypocet koncentrace spermii.

Obrazek 21: Petriho miska s kapkami IVF-média (200 ul) pro promyvani COC's.
Sipka znazorfiuje smér pfesunu COC’s mezi kapkami.
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Priprava inseminacni davky:

Vytahnout pejetu z kontejneru, 8 s nechat na vzduchu odpafit kapalny dusik,
vhodit do vodni lazné (39 °C, 20 s), pejetu otfit do sucha.

Odstfihnout jeden konec pejety, ID nechat vytéct do ependorfky €. 2 odstfizenim
druhého konce pejety (obr. 22).

Z jedné kapky pod mikroskopem zkontrolovat motilitu spermii.

Kapacitacni médium v ependorfce €. 1 podvrstvit 200 pl inseminacni davky
(obr. 23).

Otevienou ependorfku umistit ve stojanku do inkubatoru.

Nechat probéhnout swim-up 45 — 60 minut (38,8 °C a 5,5 - 6 % CO2, 100 %
vihkost).

Obrazek 22: Priprava inseminaéni davky Obrazek 23: Podvrstveni

kapacitaCnhiho média spermatem

Priprava COC's:

Promyt oocyty ve 2 kapkach fertilizaCniho média (obr. 21) (na kazdou jamku
s COC's je tfeba 2 kapky).

COC’s prenést do 4-well sfertilizanim médiem. Misku vratit zpét do
inkubatoru.

Nechat preinkubovat 30 minut pfed vlastni fertitlizaci.
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Centrifugace a fertilizace:

Po uplynuti ¢asu pro swim-up:

Prepipetovat supernatant z ependorfky €. 1 do prazdné ependorfky €. 3.
Centrifugovat 15 minut pfi 200G.

Odebrat ¢ast supernatantu z ependorfky €. 3 (ponecha se objem supernatantu
odpovidajici trojnasobku objemu sedimentu spermii), resuspendovat sediment
spermii.

Vypocitat koncentraci spermii v Blrkerové komurce, vypocitat potfebny objem
suspenze na jednu jamku.

Vypocitany objem suspenze pfipipetovat do kazdé jamky (na kazdou jamku
pouzit novou Spicku).

Koinkubovat spermie a COC’s minimalné 19 a maximalné 21 hodin
(38,8 °C, 5,5 -6 % COz2, 100 % vihkost).

Vypocet koncentrace spermii a objemu suspenze potifebného pro fertilizaci:

20nasobné fedéni: 95 ul H20 + 5 yl suspenze semene
Koncentrace spermii potfebna pro fertilizaci:
000 2 000 000 spermii
420 pl (vjamce 4-wellu) ...........coovvvvvvviiinnnnn, 840 000 spermii
poCet spermii ve velkém CtvereCku x 3 200 = pocet spermii v pl suspenze

Ml suspenze na jamku = 840 000 : pocCet spermii v ul suspenze
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l DEN 1, In vitro kultivace

Média pro kultivaci oocytu:

Phosphate buffered saline (PBS) (Filtrovat do sterilnich lahvi, skladovat pfi 4°C.)

NaCl ....cccooeveviiiinis 8,000 g
KCl e 0,200 g
NazHPO4 .......ccoeeevins 1,150 g
KH2POa4 ..., 0,200 g
CaCl2. 2 H20 .............. 0,133 g
MgClz. 6 H20............... 0,100 g
H2Obidest. vevvvnieeerreernnnnnnn. ad 1 000 ml
Vortexové médium- (Modifikované PBS (m-PBYS))
roztok 1: PBS .....ccccccceeieiennn. 1000 ml
A-A solution ........... 100 ]
m-PBS: roztok 1 ................. 10 mi
BSA 10 mg

Sterilné filtrovat do 15 ml falkonu. Inkubovat v inkubatoru se zavienym vrSkem.

CR-1 médium — zasobni roztok

NaCl ....ccoooeeviiiiiiis 1263,30 mg
KCl oo, 44,72 mg
NaHCO3.......cccccvvvvvvrnnee. 420,04 mg
Hemikalcium-laktat ........ 109,10 mg
Na-pyruvat ..................... 8,80 mg
Phenol Red .................... 2,00mg
L-glutamin ..o 29,22 mg
H2Obidest. «ovvvvvvnreirneeinnennn. ad 200,00 ml

Hemikalcium-laktat nutno nejprve rozpustit v jednom dilu H2Obidest. & nasledné pomalu
nalit za stalého michani k druhému uz rozpusténému dilu. Jinak dojde k jeho
vysrazeni! Po zméfeni osmolarity (265 — 270 mOsm) roztok sterilné prefiltrovat
a skladovat pfi 4 °C po dobu max. 2 tydnu.

Kultivaéni médium — CR-1 médium — Cerstvé

CR-1 — zasobni roztok .............. 9,50 ml
MEM ..o, 100,00
BME (50X) ...coooeeeeeeieivvveieee 200,00 pl
OCS . 0,50 ml
Gentamycin - zasobni roztok .... 10,00 ul

Sterilné filtrovat do 15 ml falkonu. Pfed pouzitim minimalné 1 hodinu inkubovat
v komdarce.
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Chronologicky postup ¢innosti:

Pripravit vortexové a kultivaéni médium.
15 ml falkon s 1ml vortex médiem umistit do inkubatoru (38,8 °C, 5,5—6 % COz,
5 % Oz, 100 % vihkost).
Pfipravit malou Petriho misku na vyplach falkonu po vortexovani.
Pfipravit velkou Petriho misku na promyvani zygot (kapky média, vortexove,
kultivacni) (obr. 24), dat do inkubatoru.
Pfipravit 4-well s kultivacnim médiem. Popsat ,IVC®, uSnim Cislem a datem.
o Do kazdé jamky napipetovat 400 ul kultivacniho média, prevrstvit 400 pl

oleje a minimalné 1 hodinu preinkubovat.

Vortexové médium Kultivadni médium

Obrazek 24: Petriho miska s kapkami média (200 pl) pro promyvani zygot pfed

kultivaci. Sipka oznaduje smér presunu zygot mezi kapkami.

Vortexovani a kultivace:

Kazdou jamku vortexujeme samostatné.

Zygoty z IVF* 4-wellu pfenést do falkonu s vortexovym médiem.

Vortexovat 90 s pfi maximalnich otackach. Falkon se zygotami pfidrzovat o
dalSi prazdny falkon (obr. 25).

Obsah falkonu vylit do pfipravené malé Petriho misky. (TézZ je mozno nechat
kratce sedimentovat a pfepipetovat sediment).

Falkon 2x proplachnout 1 ml vortex médiem a wvylit do Petriho misky se
zygotami.

Vyhledané zygoty promyt v pfipravenych kapkach na velké Petriho misce
(obr. 24).

Predpokladané zygoty presadit do 4-well destiCky s kultivacnhim médiem.

Kultivovat v inkubatoru pfi 38,8 °C, 5,5—-6 % COz2a 5 % Ozdo dne 7.
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Obrazek 25: Poloha zkumavek pfi vortexovani

Hodnoceni kvality embryi se provadi dle IETS.

Obrazek 26: Kolekce IVP embryi
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